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論文の内容の要旨
(目的)
脳梗塞急性期における脳動脈問塞と再濯流では、様々な活性酸素種が発生して虚血半影帯 (ischemic
penumbra) における脳障害を引き起こすことが知られており、脳虚血再j墓流障害と呼ばれている。 活性酸
素消去作用のある脳保護薬の開発は、血栓溶解療法や血管内治療による再開通療法の普及に伴い、脳虚血再
濯流障害に伴う脳障害を抑制するために重要である。安定なフリーラジカルを有する
2，2，6，6-tetrameth:}匂iperidine-1-oxyl(TEMPO) などのニトロキシラジカルは、それ自身の酸化還元反応により
触媒のように抗酸化作用を発揮して、フリーラジカル消去作用により虚血再濯流障害による脳梗塞の拡大を
抑制し、機能予後を改善させることが知られている。しかしながら、ニトロキシルラジカルは生体内ではカ
タラーゼ、グルタチオンなどの抗酸化システムにより急速に還元されるため半減期が短く、降庄作用などの
副作用や毒性があることもまた臨床応用への課題であった。
ラジカル含有ナノ粒子 (Radical-containingnanoparticle :以下 RNPと略する)は、内部にニトロキシルラ
ジカル (Amino-TE恥1PO) を含有した平均粒径40-60nmのミセル構造を呈しており、高い血中滞留性と pH
応答性をもっ新規に開発された薬剤である。貯wは脳虚血再濯流障害を克服するための新たな脳保護薬と
して応用できると考え、本研究では RNPの脳虚血病巣への集積とフリーラジカル消去作用、脳梗塞抑制効
果について検証した。
(対象と方法)
[実験 1J ラット一過性脳虚血モデルに RNPを静脈内投与して、経時的に採取した血液と虚血脳組織内に
集積する TEMPOラジカルを Electronparamagnetic resonance (EPR)で検出したo RNPの神経細胞における
フリーラジカル産生抑制を評価するために、ラット一過性脳虚血モデルにSaline、TE乱1POL、RNPのいずれ
かを静脈投与して、 3時間後に摘出した脳切片をジハイドロエチジウムで処理し、スーパーオキシドの発生
を示唆する赤色蛍光をもっ細胞の蛍光輝度を解析した。[実験2J ラット一過性脳虚血モデルに、再謹流30
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分後に Saline、Micelle、TEMPOL、RNPのいずれかを静脈投与し、 24時間後の脳梗塞体積を測定して、神経
学的評価を行った。同時に、各薬剤投与後5分間の平均大腿動脈圧の変動を測定した。[実験3J虚血脳組
織内の酸化損傷生成物の評価として、同様に一過性脳虚血モデルに各薬剤を静脈投与した後に虚血脳組織を
採取して、カルボニル化蛋白と過酸化脂質の測定を行った。
(結果)
[実験 1J血液を EPRで解析すると、 24時間後までブロードシグナルが検出され、 TEMPOラジカルは
RNP内に封入された状態で循環していることが示唆された。虚血脳組織の EPRによる解析では、 TEMPO
ラジカルは、フェリシアン化カリウムで酸化処理をすると、 3時間をピークに 6時間以上TE恥1POラジカル
のもつシャープな 3重線シグナルとして検出された。このことは、虚血脳組織中では RNPは崩壊して、内
部の TEMPOラジカルはフリーラジカル消去作用により還元された状態で集積していることが示唆された。
ジハイドロエチジウムによる評錨では、スーパーオキシドの発生を示唆する赤色蛍光を発する細胞は RNP
投与群で減少することがわかり、それらの細胞の多くは神経細胞であった。すなわち、 RNPは神経細胞に
おけるスーパーオキシドの産生を抑制することが示唆された。[実験2J脳梗塞抑制j効果についての検証では、
RJ¥TP投与群では Saline、Micelle、TE孔1POL投与群に比べて、有意に脳梗塞が抑制された。また、各薬剤投与
後の血圧変動では、 TEMPOL投与群は Saline、Micelle、RNP投与群と比べて有意に血圧低下を認め、 RNPで
は内部の TEMPOラジカルによる急速な血圧低下は抑制された。[実験3J虚血脳組織中の酸化損傷生成物
の評価では、RNP投与群は生理食塩水投与群に比べ有意にカルボニル蛋白及び過酸化脂質の産生が低かった。
(考察)
本研究により、 RNPは、脳虚血病巣に内部の TEMPOラジカルを集積させ、フリーラジカル消去作用によ
り脳梗塞体積、神経症状の悪化、酸化損傷生成物の産生を抑制し、また、 TEMPOラジカルの持つ血圧低下
の副作用や毒性を軽減することが明らかにされた。その分子メカニズムとしては、 RNPは、高い血中滞留
性により TE1'v1POラジカルを虚血脳組織に運搬し、破綻した血液脳関門より産車脳組織内へ移行して、虚血
による低 pH 環境下において粒子の崩壊が起こり、露出された TEMPO ラジカルが虚血組織~Jで、特に細胞
膜における脂質化酸化や蛋自酸化を抑制することによって脳保護効果を示すものと考えられた。
(結論)
RNPはニトロキシルラジカルのミセル化により血中滞留性を高めて副作用を軽減させ、 pH応答性により
標的組織において薬剤の効果を発揮させた新たなフリーラジカル消去剤であり、虚血性脳卒中に対する効果
に加えて、今後、虚血性心疾患や全身の動脈問塞性疾患に対する応用についてもさらなる研究の蓄積が期待
される薬剤であると考えられた。
審査の結果の要旨
本研究により、ラジカル含有ナノ粒子がフリーラジカル消去作用により脳梗塞体積、神経症状の悪化、酸
化損傷生成物の産生を抑制し、ラジカルの有する副作用や毒性を軽減することが明らかにされた。従って、
本研究は、虚血性脳卒中や虚血性心疾患など全身の動脈問塞性疾患に対する応用が期待出来る新たなフリー
ラジカル消去斉IJに関して、意義ある知見を示したものと考えられた。
よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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